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(54) Verfahren zur fermentatlven Herstellung von D-PantothensSure unter Verwendung von 
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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung von D-Pantothensdure durch Fermentation von D- 
Pantothensdure produzlerenden Mikroorganismen der 
Familie Enterobacteriacae. das dadurch gekennzeich- 
net ist. daB man Stdmme einsetzt. die 

a) das Plasmid pFVSI und/oder pFV202 enthalten. 
und man in diesen Mikroorganismen 



b) das panD-Gen und gegebenfalls weitere fOr die 
Aspartat-1 -decarboxylase codierende Nukleotidse- 
quenzen verstdrkt, Insbesondere uberexprimiert, 

c) die Pantothensdure Im Medium oder In den Zel- 
len der Mikroorganismen anreichert und 

d) die geblldete Pantothensdure isoliert. 
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Beschreibung 

Stand der Technik 

5 [0001] Die Pantothensdure stellt ein kommerziell bedeutendes Vitamin dar, das in der Kbsmetik. der Medizin. der 
Humanerndhrung und in der Tiererndhrung Anwendung f indet. 

[0002] Pantothensdure kann durch chemische Synthese oder biotechnlsch durch Fermentation geeigneter Mikro- 
organismen in geeigneten Ndhrldsungen hergestellt werden. Bei der chemischen Synthese ist das DL-Pantolacton 
eine wichtige Zwischenstufe. Es wird in einem mehrstufigen Verfahren aus Formaldehyd. Isobutylaldehyd und Cyanid 
10 hergestellt. In weiteren Verfahrensschritten wird das racemische Gemisch aufgetrennt und D-Pantolacton mit p-Alanln 
kondensiert und man erhdtt D-Pantothensdure. 

[0003] Der Vorteil der fermentativen Herstellung durch Mikroorganismen liegt in der direkten Bildung der 
gewOnschten D-Form der Pantothensaure, die frei von L-Pantothensflure Ist. 

[0004] Verschiedene Arten von Bakterlen. wie z. B. Escherichia coli, Arthrobacter ureafaciens. Corynebacterium 
75 erythrogenes. Brevibacterium ammonlagenes und auch Hefen, wie z. B. Debaromyces castellli kdnnen wie in EP-A 0 
493 060 gezeigt, In einer Ndhrl6sung, die Glucose, DL-Pantolnsdure und p-Alanin enthait, D-Pantothensdure produzle- 
ren. EP-A 0 493 060 zeigt weiterhin, daB bel Escherichia coll durch Amplifikation von Pantothensdure-Biosynthesege- 
nen, die auf den Plasmiden pFV3 und pFV5 enthalten sind, in eIner NahrlOsung. die Glucose. DL-PantolnsSure und p- 
Alanin enthait, die Bildung von D-Pantothensdure verisessert wird. 
20 [0005] EP-A 0 590 857 und US-Patent 5,518.906 betreffen von Escherichia coll Stamm IF03547 abgeleitete 
MutantenwleFV5714. FV525, FV814. FV521. FV221, FV6051 undFV5069die Resistenzen gegen verschiedene Anti- 
metabolite wie SallzylsSure. a-Ketobuttersflure. p-Hydroxyasparaginsaure, 0-Methylthreonin und a-Ketoisovalerlan- 
saure tragen und in einer NahrlOsung, die Glucose enthait. Pantoinsaure, und In einer NahrlOsung, die Glucose und p- 
Alanin enthait, D-Pantothensaure produzieren. 
25 [0006] In EP-A 0 590 857 wird weiterhin gezeigt. daB nach Amplifikation von nicht genau spezifizierten Pantothen- 
saure-Biosynthesegenen, die auf dem Plasmid pFV31 enthalten sind, in den oben genannten Stammen in einer Nahr- 
lOsung, die Glucose enthait, die Produktlon von D-Pantoinsaure und in einer Nahrldsung. die Glucose und p-Alanin 
enthait, die Produktion von D-Pantothensaure verbessert wird. 

[0007] In WO 97/10340 wird daruber hinaus gezeigt. daB nach ErhOhung der Aktivltat des Enzyms Acetohydroxy- 
30 saure-Synthase II durch Amplifikation der llvGM-Gene mittels Plasmid pFV202, einem Enzym der Valin Biosynthese, In 
einer NahrlOsung, die Glucose enthait, die Produktlon von D-Pantoinsaure und in einer NahrlOsung. die Glucose und 
p- Alanin enthait, die Produktion von D- Pantothensaure verbessert wird. 

[0008] Den genannten Textstellen ist nicht zu entnehmen, Inwiewelt die genannten Stdmme in einer Nahrldsung, 
die ledigllch Glucose Oder lediglich Saccharose als Substrat enthalten. Pantothensaure produzieren. 

35 

Aufgabe der Erfindung 

[0009] Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt Pantothensdure-bildende Stamme der Familie Enterobacterla- 
ceae, insbesondere der Gattung Escherichia waiter zu verbessern. 

40 

Beschreibung der Erfindung 

[001 0] Das Vitamin Pantothensaure stellt eIn kommerziell bedeutendes Produkt dar, das in der KosmetiK der Medi- 
zin, der Humanernahrung und In der Tierernahrung AnwerxJung f indet. Es besteht daher ein allgemeines Interesse 
45 daran. verbesserte Verfahren zur Herstellung von Pantothensaure bereitzustellen. 

[001 1] Wenn im Folgenden D-Pantothensaure oder Pantothensaure Oder Pantothenat erwahnt werden, sind damit 
nicht nur die freie Saure sondern auch die Saize der D-Pantothensaure wie z.B. das Calcium-, Natrium-. Ammonium- 
oder Kallumsalz gemelnt. 

[0012] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von D-Pantothensdure durch Fermentation von 
50 D-Pantothensaure produzierenden Mikroorganismen der Familie Enterobacteriaceae, insbesondere der Gattung 
Escherichia, das dadurch gekennzeichnet ist. daB diese 

a) das Plasmid pFV31 und/oder pFV202. bevorzugt pFV31 enthalten, und in denen man 

b) das panD-Gen und gegebenfalls weitere fur die Aspartat-1 -decarboxylase (E.G. 4. 1 . 1 .1 1 ) codierende Nukteotid- 
55 sequenzen verstarkt, bevorzugt Oberexprimiert. 

[0013] Be/orzugt setzt man Mikroorganismen mit einer DNA ein. deren Nucleotidsequenz fOr pandD mit der Her* 
kunft aus E.coll, insbesondere coryneformen Bakterlen codiert. Bevorzugt handelt es sich um eine replizierbare DNA, 
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die dadurch gekennzeichnet ist. daB 

(i) die Nucleotidseguenz. gezeigt in SEQ.-ID.-Nr. 1. fur panD codiert, Oder 

(ii) diese der Sequenz (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen Codes entspricht. Oder 
5 (iii) diese mit einer zur Sequenz (i) Oder (ii) komplementdren Sequenz hybridisiert und gegebenenfalls 

(iiii) diese funktionsneutrale Sinnmutationen in (i) trdgt 

[0014] Die Fermentation findet bevorzugt in einer NdhrlOsung statt. die ausschlieBlich Glucose Oder Saccharose 

ats Substrat enthdlt und frei von p-Alanin und Pantoinsdure ist. 
10 [0015] Die Produktion der Pantothensdure wird so erfindungsgemdB verbessert. Der Zusatz von Aspartat, p-Ala- 

nin, Ketoiscvalerat. Ketopantoinsdure Oder Pantoinsdure und/oder deren Satzen wird gegebenenfalls gewOnscht. 

[0016] Der Begriff ^Verstdrkung** beschreibt in diesem Zusammenhang die ErhOhung der intrazellul^en Aktivitdt 

eines Oder mehrerer Enzyme in einem Mikroorganismus, die durch die entsprechende DNA todiert werden, indem man 

beispielsweise die Kopienzahl des Gens bzw. der Gene ertiOht, einen starken Promotor verwendet oder ein Gen ver- 
15 wendet. das fur ein entsprechendes Enzym mit einer hohen Aktivitdt kodiert und gegebenenfalls diese MaBnahmen 

kombiniert. 

[0017] Die Mikroorganismen. die Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind. kOnnen Pantothensdure aus Glu- 
cose. Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse. Stdrke, Cellulose Oder aus Glycerin und Ethanol herstellen. 
Bevorzugt werden Glucose oder Saacharose eingesetzt. Es handelt sich dabei insbesondere um Gram-negative Bak- 

20 terien. wie z. B. die der Familie Enterobacteriaceae. Bel diesen ist besonders die Gattung Escherichia mit der Art 
Escherichia coli zu nennen. Innerhalb der Art Escherichia coli sind die sogenannten K-12 Stdmme, wie z. B. die 
Stdmme MG1655 oder W3110 (Neidhard et al.: Escherichia coli and Salmonella. Cellular and Molecular Biology (ASM 
Press, Washington D.C.)) oder der Escherichia coli Wildtypstamm IF03547 (Institut fur Fermentation, Osaka, Japan) 
und davon abgeleitete Mutanten geeignet, die die Fdhigkeit besitzen Pantothensdure zu produzieren. Hierbei sind 

25 besonders die Stamme 3547/pFV31. 5714/pFV31, 525/pFV31, 814/pFV31, 521/pFV31, FV221/pFV31. 
FV6051/iFJFV31, FV5069/pFV31 , FV5069/pFV202 und solche. die durch konventionelle Mutagenese, Seleklion. z. B. 
auf Antimetabolit-Resistenz, wie Azidothymidin-Resistenz. Thiaisoleucin-Resistenz und Screening aus diesen hervor- 
gegangen sind, zu nennen. Speziell geeignet sind die Stamme FV5069/pFV31 und FV5069/|3FV202, die als FERM BP 
4395 und FERM BP 5227 gemaB Budapester Vertrag hinterlegt sind (siehe EP-A-0590857 und WO 97/10340). 

30 [0018] Zur Erzielung einer Verstarkung, insbesondere einer Uberexpression, erhOht man z. B. die Kopienzahl der 
entsprechenden Gene, oder mutiert die Promotor- und Regulationsregion, die sich stromaufwarts des Strukturgens 
beflndet. In gleicher Weise wirken Expressionskassetten, die stromaufwarts des Strukturgens eingebaut werden. 
Durch induzierbare Promotoren ist es zusatzlich mdglich, die Expression im Verlaufe der fermentativen D-Pantothenat- 
bildung zu steigern. Durch MaBnahmen zur Veriangerung der Lebensdauer der m-RNA wird ebenfalls die Expression 

35 verbessert. Weiterhin wird durch Verhinderung des Abbaus des Enzymproteins ebenfalls die Enzymaktivitat verstarkt. 
Die Gene oder Genkonstrukte kOnnen entweder in Plasmiden mit unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im Chro- 
mosom integriert und amplif izlert sein. Alternativ kann weiterhin eine Uberexpression der betreffenden Gene durch Ver- 
anderung der Medienzusammensetzung und KuHurfuhrung erreicht werden. 

[0019] Anieitungen hierzu findet der Fachmann unter anderem bei Chang und Cohen (Journal of Bacteriology 
40 134:1141 -1 156 (1978)). bei Hartley und Gregori (Gene 13:347-353 (1981)). bei Amann und Brosius (Gene 40:183-190 
(1985)), bei de Breer et al. (Proceedings of the National of Sciences of the United States of America 80:21 -25 (1983)), 
bei LaVallie et al. (BIO/TECHNOLOGY 11. 187-193 (1993)). in PCT/US97/13359. bei Uosa et al. (Plasmid 26:222-224 
(1991)). bei Quandtund Klipp (Gene 80:161-169 (1989)). bei Hamilton (Journal of Bacteriology 171:4617-4622 (1989), 
bei Jensen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998) und in bekannten LehrbOchern der 
45 Genetik und Molekularbiologie. 

[0020] Das panD-Gen von E. coli ist bekannt. Die Nukleotidsequenz wurde von Merkels und Nichols (FEMS Micro- 
biology Letters 143. 247-252 (1996)) publiziert. Zur Isolierung bzw. Herstellung des panD-Gens von E. cdi kann eine 
PCR- (Polymerase Kettenreaktion) Methode, wie sie allgemein bekannt ist, oder eine der unten aufgefOhrten Methoden 
angewendet werden. 

50 [0021 ] Zur Isolierung des panD-Gens von C. glutamicum wird zundchst eine Gent>ank dieses Mikrorganlsmus in E. 
coli angelegt. Das Anlegen von Genbanken ist in allgemein bekannten LehrbOchern und Handbuchern niedergeschrie- 
ben. Als Beispiel seien das Lehrbuch von Winnacker: Gene und Klone, Eine Eirrfuhrung in die Gentechnologie (Verlag 
Chemie. Weinheim, Deutschland, 1990) Oder das Handbuch von Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory 
Manual (Coki Spring Harbor Laboratory Press, 1989) genannt. Eine bekannte Genbank ist die des E. coli K-12 Stam- 

55 mes W31 1 0, die von Kohara et al. (Cell 50. 495 - 508 (1987)) die in X-Vekloren angelegt wurde. Bathe et al. (Molecular 
and General Genetics, 252:255-265, 1996) beschreiben eine Genbank von C. glutamicum ATCC13032. die mit Hilfe 
des Cosmidvektors SuperCos t (Wahl et al., 1987, Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 84:2160- 
2164) im E.coli Stamm K-12 NM554 (Raleigh et al., 1988, Nucleic Acids Research 16:1563-1575) angelegt wurde. Zur 
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Herstellung einer Genbank von C. glutamicum in E. coli kdnnen auch Plasmide wie pBR322 (Bolivar, Life Sciences. 25. 
807-818 (1979)) Oder pUC9 (Vieira et al.. 1982. Gene, 19:259-268) venwendet werden. Als Wirte eignen sich beson- 
ders solche E.coli-Stdmme, die restrlktions- und rekomblnationsdefekt sind. Ein Beispiel hierfOr ist der Stamm 
DH5aMCR, der von Grant et al. (Proceedings of the National Academy of Sciences USA. 87 (1990) 4645-4649) 
5 beschrieben wurde. 

[0022] Die Genbank wird anschlieBend in einen Indikatorstamm durch Transformation (Hanahan, Journal of Mol- 
ecular Biology 166. 557-580. 1983) Oder Elektroporatlon (Tauch et.aL. 1994. FEMS Microbiological Letters. 123:343- 
347) eingebracht. Der Indikatorstamm zeichnet sich dadurch aus, dass er eine Mutation in dem interessierenden Gen 
besitzt, die einen detektierbaren Phdnotyp z.B. eine Auxotrophie hervon^uft. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist 
10 die E.coli Mutante DV9 (Vallari und Rock. Journal of Bacteriology 1985. 164:136-142), die eine Mutation im panD-Gen 
trdgt, von besonderem Interesse. Nach Transformation des Indikatorstammes wie z.B. der panD-Mutante DV9 mit 
einem rekombinanten Plasmid, welches das interessierende Gen. wie z.B. das panD-Gen trdgt und Expression dessel- 
ben. wird der Indikatorstamm bezQglich der entsprechenden Eigenschaft wie z.B. der Pantothensdure-BedQrftigkeit 
prototroph. 

IS [0023] Das dergestalt isolierte Gen bzw. DNA-Fragment kann durch Bestimmung der Sequenz. wie z.B. bei Sanger 
et al. (Proceedings of the National of Sciences of the United States of America USA, 74:5463-5467. 1 977) beschrieben, 
charakterisiert werden. 

[0024] Auf diese Weise wurde die neue, fur das Gen panD kodiererKle DNA-Sequenz von C. glutamicum erhalten. 
die als SEQ ID NO 1 Bestandteil der vorliegenden Erfindung ist. Weiterhin wurden aus der vorliegenden DNA-Sequenz 
20 mit den oben beschriebenen Methoden die Aminosduresequenz des entsprechenden Enzyms abgelertet. In SEQ ID 
NO 2 Ist die sich ergebende Aminosduresequenz des panD-Genproduktes ndmlich der L-Aspartat 1-Decartx)xylase 
dargestelit. 

[0025] Kodterende DNA-Sequenzen. die sich aus SEQ ID N0 1 durch die Degeneriertheit des genetischen Codes 
ergeben, sind ebenfalls Bestandteil der Erfindung. In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen. die mit SEQ ID N0 1 hybri- 
ds disieren Bestandteil der Erfindung. In der Fachwelt sind weiterhin konservative Aminosdureaustausche wie z.B. Aus- 
tausch von Glydn gegen Alanin oder von Asparaglns^re gegen Glutaminsdure in Proteinen als ^Sinnmutatlonen" 
(sense mutations) bekannt, die zu keiner grundsatzlichen Veranderung der Aklivitat des Proteins f uhren. d.h. funktions- 
neutral sind. Weiterhin Ist bekannt. daB Anderungen am N- und/oder C-Terminus eines Proteins dessen Funktion nicht 
wesentllch beeintrdchtigen oder sogar stabillsieren kdnnen. 
30 [0026] Angaben hierzu f indet der Fachmann unter anderem bel Ben-Bassat et at. (Journal of Bacteriology 1 69:751 - 
757 (1987)). bei 0*Regan et al. (Gene 77:237-251 (1989)). bei Sahin-Toth et al. (Protein Sciences 3:240-247 (1994)). 
bei Hochull et al. (Bio/Technology 6:1321-1325 (1988)) und in bekannten Lehrbuchern der Genetik und Molekularbio- 
logie. 

[0027] Das auf diese Weise isolierte und charakterisierte Gen kann anschlle8end einzein oder gegebenenfalls in 

35 Kombination mit anderen in den geeigneten Stammen von Escherichia coll zur Expression gebracht werden. Eine 
bekannte Methode Gene zu exprimieren bzw. uberzuexprimieren besteht darin, diese mit Hilfe von Plasmidvektoren zu 
amplrfizieren. die uberdles mit Expressionssignalen ausgestattet sein kOnnen. Als Plasmidvektoren kommen solche in 
Frage. die in den entsprechenden Mikroorganismen replizieren kOnnen. Fur E. coll kommen z.B. die Vektoren pSCIOI 
(Vocke and Bastia, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80 (21). 6557-6561 (1983)) oder pKK223- 

40 3 (Broslus and Holy, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81 . 6929 (1984)) oder der Corynebacte- 
rium glutamicum/Escherichia coli Pendelvektor pZ8-1 (Europdische Patentschrift 0 375 889) fur die vorliegende Erfin- 
dung in Frage. Beispiele fur derartige Stamme von E. coli sind FV5069/pFV31/pND-D1 und FV5069/pFV31 pND-D2, 
die die Plasmide pND-D1 und pND-D2 enthatten. Plasmid pND-DI ist ein auf dem Ptasmid pZ8-1 basierender E. coll- 
C. glutamicum Pendelvektor, der das panD-Gen von E. coli tragt. Plasmid pND-D2 ist ein auf dem Plasmid pZ8-1 basle- 

45 render E. coll-C. glutamicum Pendelvektor der das panD-Gen von C. glutamicum tragt. 

[0028] Es ist dem Fachmann Mar. da3 chromosomale Mutationen. die Reslstenzen gegen Metabolite und Antime- 
tabolite bewlrken oder die das Abf liessen von Vorstuf en der Pantothensdure verhindern.einzein oder gemelnsam in vor- 
teilhafter Weise mit den Massnahmen, die Gegenstand der Erfindung sind. komblniert werden kOnnen. 
[0029] Die erfindungsgemaB hergestellten Mikroorganismen kOnnen kontinuierlich oder diskontlnuierlich Im batch 

50 - Verfahren (Satzkultivierung) oder im fed batch (Zulaufverfahren) oder repeated fed batch Verfahren (repetitives Zulauf- 
verfahren) zum Zwecke der Pantothensaure-Produktion kultiviert werden. Eine Zusammenfassung uber bekannte Kul- 
tivierungsmethoden sind Im Lehrbuch von Chmiet (Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik 
(Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) Oder Im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen 
(Vieweg Verlag. Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

55 [0030] Das zu venvendende Kulturmedium muB in geelgneter Weise den AnsprQchen der jewelligen Mikroorganis- 
men genugen. Beschreibungen von Kulturmedien verschledenener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of 
Methods for General Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D.C.. USA. 1981) enthalten. Als 
Kohlenstoffquelle kannen Zucker und Kohlehydrate wie z.B. Glucose, Saccharose. Lactose, Fructose. Maltose. 
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Melasse, Stdrke und Cellulose, Ole und Fette wie z. B. SojadI, SonnenblumenOI. Erdnussdl und KbKosfett. Fettsduren 
wie z. B. Palmitinsdure, Stearinsdure und Linolsdure, Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische Sduren 
wie z. B. Essigsdure verwendet werden. DIese Stoffe kOnnen einzein oder als Mischung venvendet werden. Als Stick- 
stoffquelle kOnnen organische Stickstoff haltige Verbindungen wie Peptone. Hefeextrakt, Flelschextrakt, Matzextrakt, 

5 Maisquellwasser, Sojabohnenmehl und Harnstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammoniunisulfat, Ammonlum- 
chlorid, Ammoniumphosphat. Ammoniunrrcarbonat und Ammnoniumnitratvenwendet werden. Die Stickstoffquellen k6n- 
nen einzein oder als Mischung venvendet werden. Als Phosphorquelte kOnnen Kaliumdihydrogenphosphat oder 
Dikaliumhydrogenphosphat oder die entsprechenden Natrium haltigen Saize verwendet werden. Das Kulturmedium 
muB weiterhin SaIze von Metallen enthalten wie z.B. Magnesiumsulfat oder Eisensuifat, die fOr das Wachstum notwen- 

10 dig sind. SchllelBlich kOnnen essentielle Wuchsstoffe wie Aminosduren und Vitamine zusdtzlich zu den oben genannten 
Stoffen eingesetzt werden. Dem Kulturmedium kdnnen, wenn es gewunscht wird, die Vorstufen der Pantothensdure wie 
Aspartat, p-Alanin, Ketoisovalerat Oder Ketopantolnsdure oder PantoinsSure und gegebenenfalls deren SaIze zuge- 
setzt werden. Die genannten EInsatzstoffe kdnnen zur Kultur in Form eines einmaligen Ansatzes hinzugegeben oder in 
geeigneter Weise wdhrend der Kultivierung zugefuttert werden. 

15 [0031] Zur pH - Kontrolle der Kultur werden baslsche Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid. Ammo- 
niak oder saure Verbindungen wie Phosphorsdure oder Schwefelsdure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur Kontrolle 
der Schaumentwicklung kfinnen Antischaummittel wie z.B. Fettsdurepolyglykolester eingesetzt werden. Zur Aufrecht- 
erhaltung der Stabilrtdt von Plasmiden kdnnen dem Medium geelgnete selektiv wirkende Stoffe z.B. Antibiotlka hinzu- 
gefugt werden. Urn aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten werden Sauerstoff oder Sauerstoff haltige 

20 Gasmischungen wie z.B. Luft in die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalen^veise bei 25°C bis 
45''C und vorzugswelse bei SO^C bis ST^'C. Die Kultur wird solange fortgesetzt bis sich ein Maximum an Pantothensdure 
geblldet hat. Dieses Ziel wird normalenrt^eise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 
[0032] Es ist dem Fachmann klar, da3 Stamme, die eine hohe Aktivitdt des Enzyms L-Aspartat 1 -Decartx>xylase 
besttzen. auch fOr die Herstellung von p-Alanin aus L-Aspartat eingesetzt werden kOnnen. HIerzu setzt man die 

25 bekannten fermerttativen Verfahren, enzymatischen Umwandlungs-reaktionen oder Kombinationen beider ein. 

[0033] Die Konzentration an gebildeter Pantothensdure kann mit bekannten Verfahren (Velisek; Chromatographic 
Science 60, 515-560 (1992)) bestimmt werden. 

[0034] Folgende Mikroorganismen wurden bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ. Braunschweig, Deutschland) gemdB Budapester Vertrag hinterlegt: 
30 [0035] Corynebacterium glutamicum ATCCl3032/pND-D2 als DSM12438 

Beispiele 

[0036] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfuhrungsbeispielen ndher eridutert. 

35 

Beispiel 1 

Klonierung und Sequenzierung des panD-Gens von C. glutamicum 

40 1 . Klonierung des panD-Gens 

[0037] Chromosomale DNA aus C. glutamicum ATCC 13032 wurde wie bei Tauch et al. (1995, Plasmid. 33:168- 
179) beschrieben, isoliert und mit dem Restriktionsenzym Sau3A (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Pro- 
duktbeschreibung Sau3A, Code no. 27-0913-02) partiell gespalten. DNA-Fragmente in einem GrOBenbereich von 7-9 

45 kb wurden mit Hilfe des "Nucleotrap Extraction Kit for Nucleic Acids'* (Macherey und Nagel, Duren, Deutschland; Cat. 
No. 740584) isoliert und in die dephosphorylierte BamHI-Schnittstelle des Vektors pUC19 (Norrander et al., 1982, 
Gene, 26:101-106). der von der Firma MBI Fermentas (Vilnius.Litauen) bezogen wurde. ligiert. Die Ligation wurde wie 
von Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Hart)or) beschrieben durchgefOhrt, 
wobei das DNA-Gemisch mit T4-Ugase (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) uber Nacht inkubiert wurde. Die- 

50 ses Ligationsgemisch wurde anschlieBend in den E. coli Stamm DH5aMCR (Grant, 1990. Proceedings of the National 
Acadimies of Sciences USA. 87:4645-4649) elektroporlert (Tauch. 1994. FEMS Microbiological Letters, 123:343-347) 
und auf LB-Agar (Lennox, 1955. Virology, 1:190) + 100 jig/ml Ampicillin ausplattiert. Nach Inkubation fur 24 Stunden 
bei 37''C konnte die C. glutamicum Genbank durch Reisolierung der Plasmid-DNA nach der "Alkalischen-Lyse- 
Methode" von Birnboim und Doly (Nucleic Adds Research. 7: 1513-1523. 1997) aus den Transformanten gewonnen 

55 werden. Mit dieser Genbank wurden kompetente Zellen des E. coli Stamms DV9 (Vallari und Rock. 1985, Journal of 
Bacteriology. 164:136-142). welcher eine Mutation im panD-Gen trdgt, elektroporlert. Der Elektroporationsansatz 
wurde im AnschluB an die Regenerationsphase (Tauch et.al., 1994. FEMS Microbiological Letters, 123:343-347) zwei- 
mal mit Medium E (Vogel and Bonner. 1956, Journal of Biolgical Chemistry. 218:97-106) gewaschen. Die Zusammen- 
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setzung des Mediums E ist in Tabelle 1 dargestellt. Mit diesen Zellen wurden 50 ml Medium E + 100 ^g/ml Ampidllin. 
die in einem 250 ml Erienmeyerkolben vorlagen, inocculiert und in einem Luftschuttler bei 250 U/min und 39°C inku- 
biert. Nach zwertSgiger Inkubation wurde die Bakteriensuspension verdunnt und auf LB-Agar (Lennox. 1955. Virology. 
1:190) ausgestrichen. der mit 100 ^g/ml Ampicillin supplement! ertworden war. 

5 



Tabelle 1 



Substanz 


Menge pro Liter 


Bemerkung 


K2HPO4 


lOg 




NaNH4HP04*4 H2O 


3,5 g 




ZItronensdure 


2g 




MgS04 * 7 H2O 


0.2 g 




Glukose 


4g 


separat sterilisieren 


Thiamin 


0.2 HQ 


sterilflltrieren 



20 [0038] Die Plasmid-DNA einer DV9-Transfbrmante wurde isoliert. als pNIC-1 .3 bezeichnet und mittels Agarosegel- 
elektrophorese (Sambrook et al.. Molecular cloning. A laboratory manual (1989) Cold Spring Hart^our Laboratory 
Press) urtd Vergleich mit Standard-DNA-Fragmenten bekannter Lange charaklerisiert. Plasmid pNIC-1.3 enthait eine 
Insertion von 7 kbp Ldnge. Die Komplementationsfdhigkeit von pNIC-1 .3 wurde durch erneute Transformation der panD 
Mutante DV9 QberprOft. 

25 [0039] Die erhaltenen Transformanten waren wiederum fdhig. in p-Alanin-frelem Medium E unter den oben ange- 
gebenen Bedingungen zu wachsen. 

[0040] Die Subklonierung des 7 kb Inserts erfolgte durch Spaltung des Plasmids pNIC-1 .3 mit den Restriktionsen- 
zymen BamHI (Pharmacia Biotech (Freiburg. Deutschland). Produktbeschreibung BamHI, Code no. 27-0868-03), 
EcoRl (Pharmacia Biotech (Freiburg. Deutschland). Produktbeschreibung EcoRI. Code no. 27-0884-03) und Bglll 

30 (Pharmacia Biotech (Freiburg. Deutschland). Produktbeschreibung Bglll, Code no. 27-0946-02) und anschlieBender 
Ligation in den entsprechend restriktionsverdauten Vektor pK18mob (Schafer. 1994. Gene, 145:69-73). Der erhaltene 
Ligationsansatz wurde in die E. coli panD Mutante DV9 elektroporiert; die Selektion auf komplementierte Transforman- 
ten erfolgte wie oben beschrieben wobei die Aqarplatten in diesem Fall 50 ^g/ml Kanamydn enthielten. Die Plasmide 
von komplementierten Einzelklonen wurden isoliert und mittels Restrlktionsanalysen charakterisiert. Ein EcoRI-Sub- 

35 klon, im Folgenden pNIC-10 genannt. mit einem ungefahr 3 kb gro8en DNA-lnsert wurde fOr die folgende Sequenzana- 
lyse ausgewahlt. 

2, Sequenzierung des panD-Gens 

40 [0041 ] Fur die doppelstrdngige Sequenzierung des 3 kb Fragments von pNIC-1 0 wurde dieses mit verschiedenen 
Restriktionsenzymen gespalten und die Fragmente in die Plasmide pUC19 Oder pK18mob subkloniert. Die zum 
Sequenzieren eingesetzte Plasmid-DNA wurden nach Herstellerangaben mitdem "QIAGEN Plasmid Mini kit" (Qiagen. 
Inc., Chatsworth, Ca., USA) isoliert und die Bestimmung der Plasmidgr03en wurde mittels Agarosegelelektrophorese 
durchgefOhrt. 

45 [0042] Die Sequenzierung erfolgte nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. (Proceedings of 
the National Academies of Sdences USA, 74:5463-5467, 1977) mit Modifikationen nach Zimmermann et al. (Nucleic 
Acids Research, 18:1067, 1990). Es wurde der "Cy5-AutoRead Sequendng kit" von Pharmacia (Product No. 27-2690- 
02, Freiburg. Germany) angewandt. Die gelelektrophoretische Auftrennung und Analyse der Sequenzierreaktion 
erfolgte in einem "Long Ranger Gel Solution"-Polyacrylamidgel (FMC BioProducts, Rockland, Me.. USA) mitdem "auto- 

50 matischen Laser-Fluoreszenz (A.L.F.) Express DNA Sequenziergerdt" von Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala. 
Schweden). Die erhaltenen Roh-Sequenzdaten wurden anschlieBend unter Anwendung des Staden-Progrannpakets 
(Nudeic Acids Researeh, 14:217-231. 1986) Version 97-0 prozessiert. Sdmtliche Einzelsequenzen der pNIC-10 Sub- 
klone wurden zu einem zusammenhSngenden 3060 bp langen Contig assembliert, der als Contig13 bezeichnet wurde. 
Die computergestQtzte Kodiertereichsanalyse mit dem Programm XNIP (Staden, 1986, Nucleic Acids Research, 

55 14:21 7-231) des gesamten DNA- Fragments ergab die Identif izierung von funf offenen Leserasten (ORFs). In Abbildung 
1 ist eine Restriktionskarte von Contig13 sowle die Lage der als orf-1 bis orf-5 bezeichneten ORFs dargestellt. Homo- 
logieanalysen wurden mit den "BLAST search programs" (Gish and States, 1993, Nature of Genetics, 3:266-272; Alt- 
schul et al., 1990, Journal of Molecular Biology. 215:403-410). welche uber den Online-Service des NCBI-Servers der 
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"National Library of Medicine" (Bethesda. MD. USA) zur Verfugung gestellt wgrde. durchgefuhrt. Die Analyse von 
Contlg13 ergab, daB orf-3 das panD-Gen ist. Inn Folgenden wird orf-3 als panD bezeichnet Die Nukleotidsequenz des 
das panD-Gen tragenden DNA-Fragmentes ist als SEQ ID N0 1 wiedergegeben. Die Aminosduresequenz des sich mit 
obigen Methoden ergebenden panD-Genproduktes ndmllch der L-Aspartat 1-DecartK)xylase ist als SEQ ID NO 2 wie- 
5 dergegeben. 

Beispiel 2 

Konstruktion von Vektoren zur Expression von panD-Genen 

10 

[0043] Die Pantothenatbiosynthese-Gene panD aus C. glutamicum und panD aus E. coli wurden unter Anwendung 
der Polymerase- Kettenreaktion (PGR) sowie synthetischen Oligonudeotiden ampiifiziert. Die PCR-Experimente wur- 
den mit der Taq DNA polymerase der Firma Gibco-BRL (Eggestein, Deutschland) in einem TCT-100 Thermocycler" 
(MJ Research Inc.. Watertown. Mass.. USA) durchgefuhrt. Auf einen einmaligen Denaturierungsschritt von 2 Minuten 

15 bel 94<'C folgte ein Denaturierungsschritt von 90 Sekunden bei 94''G, ein Annealingschritt fur 90 Sekunden bei einer 
Primer-abhangigen Temperatur von T=(2AT+4GC) - 5 (Suggs, et al., 1981, S. 683-693, In: D. D. Brown, and C. F. 
Fox (Eds.), Developmental biology using purified genes. Academic Press, New York. USA) sowie ein 90 sec dauernder 
Extensionsschritt bei 72°C. Die letzt^ drei Schritte wurden 35 mal zykllsch wiederhdt und die Reaktlon wurde mit 
einem finalen Extensionsschritt von 10 Minuten bei 72**C beendet. Die so amplifizierten Produkte wurden, nachdem sie 

20 im Agarosegel eleklrophoretisch geprOft worden sind. den Herstellerangaben entsprechend in den Veklor pCR®2.1 
(Original TA Clonong Kit, Invitrogene (LeeK Niederlande), Produktbeschreibung Original TA Cloning® Kit, Cat. no. 
KNM2030-01).) ligiert und anschlieBend in den E. coli Stamm TOP10F* transformiert. Die Selektion auf Transformanten 
" erfolgte durch Inkubation bei 37 ""0 fur 24 Stunden auf LB-Agarplatten mit 100 ^g/ml Ampicillin und 40 ^g/ml X-Gal (5- 
Bromo-4-Chloro-3-lndolyl-p-D-Galaktosid). 

25 [0044] Ausgehend von den Nucleotidsequenzen des Pantothenatbiosynthese-Gens panD von C. glutamicum 
ATCC 13032 (Abbildung 2) und von E. cdi K12 (W.K. Merkel and B.R Nichols, 1993, GenBank: L17086) wurden PCR- 
Primer synthetisiert (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland). Diese Primer wurden so ausgewahit, daB die amplifizier- 
ten Fragmente die Gene sowie deren native Ribosomen-Bindestellen, nicht aber m6gliche Promotor-Regionen enthal- 
ten. Zusatzlich wurden geeignete Restriktlonsschnittstellen eingefugt. die das Klonleren in den Zlelvektor ermdglichen. 

30 Die Sequenzen der PGR-Primer. die eingefugten Schnittstellen (Sequenz unterstrichen) sowie das amplifizierte Gen 
(FragmentgrOBe In bp ist in Klammern angegeben) sind in der folgenden Tabelle 2 aufgelistet. 

Tabelle 2 



35 





Primer 


Sequenz mit 

Restriktionsschnittstelle 


Produkt 


Plasinid 


40 


panD"Ecl 


5 ' -GAATTCGACAGGGTAGi\AAGGTAGA-3 ' 










EcoRI 


panDe.c. 


pND-Dl 


45 


panD-Ec2 


5 ' -AGATCTGGGATAACAATCAAGCAACC-3 ' 
Bglll 






50 


panD-Cgl 


5 ' -CATCTCACGCTATGAATTCT-3 ' 

EcoRI 


panDc.g. 


pND-D2 




panD-Cg2 


5 • -ACGAGGCCTGCAGCAATA-3 ' 






55 




Psti 
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[0045] Als Basisvektor zur Expression sowohl in C. glutamicum als auch in E. c li wurde der in Abbildung 2 darge- 
stellte E. co)i-C. glutamicum-Shuttle-Expressionsvektor pZ8-1 (Europdische Patentschrift 0 375 889) eingesetzt. Das 
zuvor in den Veklor pCR®2.1 Wonierten panDc.g. Amplrfikat wurden mittels der Prinnerinserierten Restriktionsschnitl- 
stellen in den ebenso behandelten Expresslonsvektor pZ8-1 liglert und somit unter die Kbntrolle des auf diesem Plas- 
mid enthaltenen tac-Promotors gebracht. Das Ampliflkat panD^c. wurde als EcoRI-Bglll-Fragment in die kompatiblen 
EcoRI-BamHI-Restriktionsenden des Vektors pZ8-1 kloniert. Die jeweiligen Ptasmidbezeichnungen fur die so konstru- 
ierten Expressionsplasmide sind in der Tabelle 2 angegeben. Die Klonierungsstrategie fur die Gene panD^^. und 
panDc.g, ist in der Abbildung 2 dargestellt. Die korrekte Klonierung der Expressionsplasmide wurde durch Sequenzie- 
rung der jeweiligen Inserts uberpruft. 

[0046] Diese Plasmide pND-D1 und pND-D2 wurden in den E. coli Stamm FV5069/pFV31 transformiert und Trans- 
fbrnfianten auf LB- Agar (Lennox, 1955, Virology, 1:190) + 50 fig/ml Kanamycin seleklioniert. Die erhaltenen Stamme 
wurden FV5089/pFV31/pND-D1 und FV5069/pFV31/pND-D2 genannt. 

Beispiel 3 

Bildung von Pantothenat durch verschiedene von E. coli FV5069/pFV31 abgeleitete Stdmme 

[0047] Die quantitative Bestimmung von D-Pantothenat eriblgte mittels des Lactobacillus plantarum Pantothenat- 
Assays (Teststamm: Lactobacillus plantarum ATCC 8014. Cat. No.321 1-30-3; Kulturmedium: Bacto Pantothenate 
Assay Medium (DIFCO Laboratories, Michigan. USA), Cat. No. 0604-15-3) Dieser Indikatorstamm kann nur bei Anwe- 
senheit von Pantothenat im angegebenen Kulturmedium wachsen und zeigt eine photometrisch meBbare, lineare 
AbhSngigkeit des Wachstums von der Pantothenat-Kbnzentration des Mediums. Fiir die Kalibrierung wurde das Hemi- 
calciumsalz von Pantothenat eingesetzt (Sigma, Produktbezeichnung P 2250). Die optische Dichte wurde an einem 
LKB Biochrom Photometer der Firma Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland) bei einer Messwellenldnge von 580 
nm (o.D.58o)bestimmt. 

[0048] Die Pantothenat-Produktion der E. coli Stamme FV5069/pFV31. FV5069/pFV31/pND-D1 und 
FV5069/pFV31/pND-D2 mit Glucose Oder Saccharose als Substrat wurde bestimmt. Als Testmedium wurde Medium E 
venwendet. das entweder 4 g/1 Glucose oder 4 g/l Saccharose als Substrat enthieltund im Falle der Stamme 
FV5069/pFV31/pND-D1 und FV5069/pFV31/|3ND-D2 mit 50 jig/ml Kanamycin supplementiert wurde. 50 ml Testme- 
dium, die in einem 500 ml Erienmeyerkolben vorlagen, wurden ausgehend von einer 16 Stunden alten Kultur des glei- 
Chen Mediums so angeimpft. da8 die 0.D.580 von 0,1 betrug. Nach 72 Stunden Inkubation dieser Kulturen bei 37''C und 
250 U/min wurden die Zellen durch 1 0-mtnOtige Zentrrfugation bei 5000 x g pelletiert. Der erhaltene zellfreie Uberstand 
wurde sterilfiltriert und bis zur Pantothenat-Quantifizierung bei 4 °C gelagert. 

[0049] Die Quantrfizierung des D-Pantothenats im Kulturuberstand erfolgte mittels L. plantarum ATCC 8014 nach 
Angaben des Handbuchs der Firma DIFCO (DIFCO MANUAL, 10^ Edition. S. 1 100-1 102; Michigan. USA). Die Ergeb- 
nisse dieser Messungen sind In der Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellt. 



Tabelle 3 



Pantothenat-Akkumulation mit Glucose als Substrat 


Stamm 


Gen 


Pantothenat (jig/ml) 


FV5069/pFV31 




2 


FV5069/pFV31/pND-D1 


panDEc- 


24 


FV5069/pFV31/pND-D2 


panDc.g. 


58 



Tabelle 4 



Pantothenat-Akkumulation mit Saccharose als Substrat 


Stamm 


Gen 


Pant thenat (^lg/ml) 


FV5069/pFV31 




2 
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Tabelle 4 (fortgesetzt) 



Pantothenat-Akkumulation mit Saccharose als Substrat 


Stamm 


Gen 


Pantothenal (Mg/ml) 


FV5069/pFV31/pND-D1 


panDE.c. 


47 


FV5069/pFV31/pND-D2 


panDc.g. 


69 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Degussa Aktiengesellschaf t 

(B) STRASSE: Weissf rauenstr . 9 

(C) ORT: Frankfurt am Main 

(D) BUNDESIiAND: Hessen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-60311 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur 

ferment at iven Herstellung von D-Pantothensaeure 
unter Verwendung von Stammen der Familie 
Enterobacteriaceae 

(iii) ANZAHL DER SEQUEN2EN: 2 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAEGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version 
#1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LAENGE: 540 Basenpaare 

(B) ART; Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUEIiS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Corynebacterium glutamicum 

(B) STAMM: ATCC13 032 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUESSEL: CDS 

(B) IiAGE:77..484 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon_start= 77 
/EC_number= 4.1.1.11 

/product = "L-Aspartat-1 -Decarboxylase" 
/gene= "panD" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
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10 



AATATTCCTT TCCTTGTCAT CTCACGCTAT GATTTCTAAA ACTTGCAGGA CAACCCCCAT 60 

AAGGACACCA CAGGAC ATG CTG CGC ACC ATC CTC GGA AGT AAG ATT CAC 109 

Met Leu Arg Thr He Leu Gly Ser Lys He His 
15 10 

CGA GCC ACT GTC ACT CAA OCT GAT CTA GAT TAT GTT GGC TCT GTA ACC 157 
Arg Ala Thr Val Thr Gin Ala Asp Leu Asp Tyr Val Gly Ser Val Thr 

IS 20 25 

ATC GAC GCC GAC CTG GTT CAC GCC GCC GGA TTG ATC GAA GGC GAA AAA 205 
He Asp Ala Asp Leu Val His Ala Ala Gly Leu He Glu Gly Glu Lys 
30 35 40 

GTT GCC ATC GTA GAC ATC ACC AAC GGC GCT CGT CTG GAA ACT TAT GTC 253 
75 Val Ala He Val Asp He Thr Asn Gly Ala Arg Leu Glu Thr Tyr Val 

45 50 55 

ATT GTG GGC GAC GCC GGA ACG GGC AAT ATT TGC ATC AAT GGT GCC GCT 301 
He Val Gly Asp Ala Gly Thr Gly Asn He Cys He Asn Gly Ala Ala 
60 65 70 75 

20 

GCA CAC CTT ATT AAT CCT GGC GAT CTT GTG ATC ATC ATG AGC TAC CTT 349 
Ala His Leu He Asn Pro Gly Asp Leu Val He He Met Ser Tyr Leu 

80 85 90 

■* 

CAG GCA ACT GAT GCG GAA GCC AAG GCG TAT GAG CCA AAG ATT GTG CAC 397 
25 Gin Ala Thr Asp Ala Glu Ala Lys Ala Tyr Glu Pro Lys He Val His 

95 100 105 

GTG GAC GCC GAC AAC CGC ATC GTT GCG CTC GGC AAC GAT CTT GCG GAA 445 
Val Asp Ala Asp Asn Arg He Val Ala Leu Gly Asn Asp Leu Ala Glu 
110 lis 120 



30 



35 



40 



45 



50 



GCA CTA CCT GGA TCC GGG CTT TTG ACG TCG AGA AGC ATT TAGCGTTTTA 494 
Ala Leu Pro Gly Ser Gly Leu Leu Thr Ser Arg Ser He 
125 130 135 

GCTCGCCAAT ATTGCTGCCG GCCTCGTTGA AAATGGTCAT GGTGGC 54 0 

(2) ANGABEK ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LAENGE: 136 Aminosaeuren 

(B) ART: Aminosaeure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOELS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID KO: 2: 

Met Leu Arg Thr He Leu Gly Ser Lys He His Arg Ala Thr Val Thr 
15 10 15 

Gin Ala Asp Leu Asp Tyr Val Gly Ser Val Thr He Asp Ala Asp Leu 

20 25 30 

Val His Ala Ala Gly Leu He Glu Gly Glu Lys Val Ala He Val Asp 
35 40 45 

He Thr Asn Gly Ala Arg Leu Glu Thr Tyr Val He Val Gly Asp Ala 



55 
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50 



55 



60 



10 



15 



Gly Thr Gly Aan He Cys He Asn Gly Ala Ala Ala His Leu He Asn 
65 70 75 80 

Pro Gly Asp Leu Val He He Met Ser Tyr Leu Gin Ala Thr Asp Ala 

85 90 95 

Glu Ala Lys Ala Tyr Glu Pro Lys He Val His Val Asp Ala Asp Asn 

100 105 110 

Arg He Val Ala Leu Gly Asn Asp Leu Ala Glu Ala Leu Pro Gly Ser 
115 120 125 

Gly Leu Leu Thr Ser Arg Ser He 
130 135 



20 



Abbildungen 

25 [0050] Folgende Abbildungen sind beigefugt: 
AbbiWung 1 : Karte des Contigl 3 mit orf 1 -orfS 



30 



Abbildung 2: Karte des Plasmids pZ8-1 und Klonierungs strategie der Plasmide pND-DI und pND-D2 
[0051] Die in den Abbildungen venvendeten AbkOrzungen haben folgende Bedeutung: 



T1T2: 
35 Ptac: 
panD: 
rep-C.g,: 

40 

orlV-E.c: 
kan: 
45 EcoRI: 
E: 

BamHI: 
B 

Bgllt: 
Clal: 
H: 



50 



55 



Transkriptions-Ternninator des nmB-Gens 
tac Promoter 

Kodierbereich des panD Gens 
DNA-Regton fur Reptikation in C. glutamicum 
Ursprung fur vegetativen Transfer in E. coli 
Resistenzgen fur Kanamydn 



Schnittstelle des Restr 



Schnittstelle des Restr 



Schnittstelle des Restr 



Schnittstelle des Restr 



Schnittstelle des Restr 



Schnittstelle des Restr 



Schnittstelle des Restr 



ktionsenzyms EcoRI 
ktionsenzyms EcoRI 
ktionsenzyms BamHI 
ktionsenzyms BamHI 
ktionsenzyms Bglll 
ktionsenzyms Clal 
ktionsenzyms Hindi 1 1 
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P: 



Schnittstelle des Restriktionsenzyms PstI 



PstI: 



Schnittstelle des Restriktionsenzyms PstI 



Sail: 



Schnittstelle des Restriktionsenzyms Sail 



Seal: 



Schnittstelle des Restriktionsenzyms Seal 



SphI: 



Schnittstelle des Restriktionsenzyms SphI 



X: 



Schnittstelle des Restriktionsenzyms Xl^al 



Xhol: 



Schnittstelle des Restriktionsenzyms Xhol 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur IHerstellung von D-Pantothensdure durch Fermentation von D-Pantothensdure produzierenden 
Mikroorganismen der Familie Enterot)acteriacae, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Stamme einsetzt, die 

a) das Plasmid pFV31 und/oder pFV202 enthalten, und man in diesen Mikroorganismen 

b) ein panD-Gen und gegebenfalis weitere fur die Aspartat-1-decartx3xylase codierende Nukleotidsequenzen 
verstarkt, insbesondere Oberexprimiert. 

c) die Pantothensdure im Medium oder in den Zellen der Mikroorganismen anreichert und 

d) die gebildete Pantothensdure isoliert. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen mit einer replizierbaren DNA einsetzt. deren Nucleotidsequenz fur panD mit der Her- 
kunft aus einem Corynebacterium codiert. 

3. Verfahren gemdB Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die replizierbare DNA charakterisiert wird durch 

(i) die Nucleotidsequenz, gezeigt in SEQ.-ID.-Nr. 1. die fOr panD codiert. Oder 

(ii) eine Sequenz, die der Sequenz (i) tnnerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen Codes ent- 
spricht; Oder 

(iii) eine Sequenz, die mit einer zur Sequenz (i) oder (ii) te)mplementaren Sequenz hybridisiert und gegebe- 
nenfalls 

(iiii) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i) trdgt. 

4. Verfahren gemdB Anspruch 1. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen einsetzt. in denen man zur Erzielung der Verstdrkung (Uberexpressung) der Gene bzw. 
Nucleotidsequenzen die Kopienzahl mit Hilfe diese Gene bzw. Nucleotidsequenzen tragender Plasmidvektoren 
erhOht. 

5. Verfahren gem^B Anspruch 1 . 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen einsetzt, in denen man zur Erzielung der Uberexpression die sich stromaufwdrts des 
Strukturgens befindende Promoter- und Regulationsregion mutiert. 

6. Verfahren gemdB Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen einsetzt. in denen man zur Erzielung der Oberexpression stronrtaufwdrts des Struktur- 
gens Expressionskasetten einbaut. 
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7. Verfahren gemaB Ansruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Erzielung der Verstarkung die Lebensdauer der mRNA, die von den oben genannten Sequenzen als 
Matrize abgetesen wird, verldngert und/oder den Abbau der(des) entsprechenden Enzymproteins(e) veitiindert. 

8. Verlahren gemdB den AnsprOchen 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroaganlsmen einsetzt, die zusdtzliche Metaboitt- bzw. Antimetabolit-Resistenzmutationen einzein 
Oder gemeinsam aufweisen. 

9. Verfahren gemdB AnsprQclien 1 bis 8. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Mikroorganismen zur Erzielung der Oberexpression In entsprechend gednderten Kulturmedien fer- 
ment! ert Oder die Fermentationsfuhrung dndert. 

10. Verfahren gemSBden Anspruchen 1 bi 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen einsetzt, In denen die Stoffwechselwege. zumindest teitweise ausgeschaltet sind. die 
die Pantothenat-(Pantothensdure) -bildung verringern. 

11. Verfahren gemaBden AnsprOchen 1 bis 10 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen einsetzt, in denen man zusdtzlich zum panD-Gen die ubrigen Gene des Stoffwechsel- 
weges der Pantothensdurebildung, insbesondere mit der Herkunft Corynebacterium. einzein oder gemeinsam 
uberexprlmiert. 

1 2. Verfahren gemaB Anspruch 1 1 . 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen einsetzt. In denen man eines oder mehrere der Gene, die fur Enzyme Ketopantoat- 
Hydroxymethyltransferase (EC 4.1 .2.12) und Pantothenat-Synthetase (EC 6.3.2.1) kodieren, zusdtzllch zum panD- 
Gen, Insbesondere mIt der Herkunft Corynebacterium, uberexprlmiert. 

13. Verfahren gemaB den AnsprOchen 11 und 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB nnan mit verschiedenen kompatiblen, die genannten Gene einzein enthaltenden Plasmldvektoren transfor- 
mierte Mikroorganismen einsetzt. 

14. Verfahren gemaB den Anspruchen 11 und 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man einen mit einem Plasmidvektor transfbrmlerten Mikroorganismus der Art E.coll einsetzt, und der Plasmld- 
vektor eines oder mehrere der genannten Gene eInschlleBlich des panD-Gens tragt, In dem die genannten Gene 
nacheinander angeordnet sind und unter die Kontrolle eines gemeinsamen Promoters oder getrennt voneinander 
angeordnet unter die Kontrolle verschiedener Promotoren gestellt werden. 

15. Verfahren gemdB einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Mikroorganismen einsetzt. die den Plasmidvektor pND-D2 enthalten. der charakterlsiert 1st durch die In 
der Abb. 2 wiedergegebenen Restriktionskarte, hinterlegt als Corynebacterium glutamlcum ATCC 13032/pND-D2 
unter der Bezelchnung DSM 12438. 

16. Verfahren zur Herstellung von Pantothensdure gemaB einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man folgende Schritte durchfuhrt: 

a) Fermentation von Mikroorganismen der Art E.coli. in denen zumindest das panD-Gen verstarkl (Qberexprl- 
miert) wird, gegebenenfalls in Kombination mit dem panB- und/oder panC-Gen, 

b) Anrelcherung der Pantothensdure im Medium oder In den Zellen der Mikroorganismen, und 

c) Isolieren der Pantothensaure. 
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17. Verfahren gemaB Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die uberexprimierten Gene aus Mikroorganismen der Gattung Corynebacterium stammen. 

18. Verfahren gemaB den Anspruchen 16 Oder 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man in Stufe a) eine Vorstufe der Pantothensdure zusetzt, ausgewdhtt aus der Gruppe Aspartat. p-Alanin. 
Ketopantoat, Ketoisovalerat Oder Pantoat. 

19. Mikroorganismen der Gattung E.coli, die das Plasmid pFV 31 und/oder pFV 202 enthalten und transformiert sind 
durchdie EInfOhrung einer replizierbaren DNA, 

charakterisiert durch. 

i) die Nudeotidsequenz. gezeigt in SEQ.-ID.-Nr. 1, die fur panD codiert. Oder 

(ii) eine Sequenz, die der Sequenz (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genetischen Codes ent- 
spricht; Oder 

(iii) eine Sequenz. die mit einer zur Sequenz (i) Oder (ii) komplementdren Sequenz hybridisiert, und gegebe- 
nenfalts 

(iiii) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i). 
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